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[ Abstract] 　A IM : To study the cyto to xic e ffec ts o f do xo 2
rub ic in o n apop to s is in g liom a ce ll line s U343, U138, U373
induced by an ti2hum a n DR4 /DR5 m o no c lo na l an tibo d ie s
( FMU1. 4 /FMU1. 5) and the unde rlying m echan ism. M ETH2
ODS: Exp re ss io n o f DR4 /DR5 w a s quan tita ted by flow cy2
tom e try. C yto to xic ity e xe rte d by FMU1. 4 /FMU1. 5 o n th ree
ce ll line s w a s m e a su red by M TT co lo rim e try a nd the induced
apop to s is w a s de te rm ine d by a ga ro se ge l e le c trop ho re s is.
The exp re s s io n o f cyto ch rom e C , FL IP and C a2 + co ncen tra2
tio n w e re a lso m e a su red. RESUL TS: Fo llow ing the trea t2
m e n t o f do xo rub ic in DR4 and DR5 w e re h igh ly e xp re s sed o n
the ce ll su rfa ce; The apop to s is o f U138 a nd U373 induced
by FMU1. 4 and FMU1. 5 w a s s tro nge r. e xp re s s io n o f cyto 2
ch rom e C and C a2 + co ncen tra tio n w e re enha nce d, w he re a s
the exp re s s io n o f FL IP w a s dow n re gu la ted. CO NCL U2
S IO N: S ub to xic do xo rub ic in app lied w ith an tibo d ie s ca u sed
h ighe r ce ll dea th ra te o f g liom a ce lls, w h ich m ay be re le van t
to DR4 /DR5, the re le a se o f cyto ch rom e C a nd FL IP a nd
C a2 + co ncen tra tio n.
[ Keywords] TRA IL; dea th recep to r; apop to s is; doxo rub ic in
[摘 要 ]　目的 : 探讨亚毒性剂量的阿霉素影响抗 DR4、DR5
单克隆抗体 (mAb) FMU1. 4和 FMU1. 5诱导 3株神经胶质瘤
细胞株 U343 ( TRA IL敏感株 )、U138 ( TRA IL部分敏感株 )及
U373 ( TRA IL耐受株 )凋亡的作用及可能的机制。方法 : 采用
流式细胞术检测 DR4、DR5的表达及神经胶质瘤细胞中 DNA
倍增。用 MTT比色法检测 mAb FMU1. 4和 FMU1. 5对 3株神
经胶质瘤细胞增殖的抑制作用。用共聚焦显微镜观察 3株细
胞中 Ca2 +的浓度。以 W estern blot检测细胞内色素 C、FL IP
[ FL ICE2inhibitory p rotein, 为一组含有死亡效应结构域 (DED )
的胞浆蛋白 ]的表达。结果 : 亚毒性剂量的阿霉素作用后 ,
DR5、DR4 在 3 株细胞中的表达提高 ; 而 mAb FMU1. 4、
FMU1. 5诱导 U138和 U373细胞凋亡的作用增强 , 细胞内细
胞色素 C的表达提高 , FL IP的表达降低 , Ca2 + 浓度增加。
结论 : 亚毒性剂量的阿霉素与抗 DR4、DR5 mAb联合应用后 ,
可提高 mAb诱导靶细胞凋亡的效应 , 其作用机制与 DR4、
DR5、细胞色素 C、FL IP的表达及 Ca2 +的含量有关。
[关键词 ] TNF相关凋亡诱导配体 ; 死亡受体 ; 凋亡 ; 阿霉素
[中图分类号 ] R392. 12　　　[文献标识码 ] A
　　死亡受体 4、5 ( death recep tor4、5, DR4、DR5 )
是肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ( TNF2related ap2
op tosis2inducing ligand, TRA IL )的特异性、高亲和力
受体 , 与 TRA IL结合后可有效地激活细胞内信号转
导途径 , 诱导细胞发生凋亡反应。DR4、DR5在许多
肿瘤细胞上呈高表达 , 而在正常细胞上很少表达。




道了抗 DR5 mAb可诱导胶质瘤细胞 U343凋亡 , 凋
亡率达 80% [ 1 ]。Kang等 [ 2 ]研究证实 , 亚毒性剂量的
阿霉素可提高 TRA IL 诱导的人前列腺癌细胞株
LNCaP凋亡。我们报道了亚毒性剂量的阿霉素对抗
DR4、DR5 mAb FMU1. 4及 FMU1. 5诱导的 3株神经
胶质瘤细胞凋亡的影响。
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1　材料和方法
1. 1　材料 　mAb FMU1. 4和 FMU1. 5由第四军医大学金伯泉
教授提供。人神经胶质瘤细胞株 U343、U138、U373由加拿
大阿尔博塔大学郝春海博士提供。放线菌素 D ( actinomycin
D)、阿霉素 ( doxorubicin, doxo)及 52氟尿嘧啶 ( 52fluorouracil,
52Fu)均为 Am resco公司产品。F ITC2羊抗鼠 IgG购自 Promega
公司。流式细胞仪 ( EP ICS XL型 ) , 为美国 Coulter公司产品。
1. 2　方法
1. 2. 1　DR4、DR5在胶质瘤细胞株上表达的检测 　胰酶消化
细胞并调整细胞的密度为 1 ×1010 /L , 离心洗涤 3 m in后 , 弃
去上清 , 加入抗 DR4、DR5 mAb FMU1. 4及 FMU1. 5在冰上反
应 30 m in, 洗涤 3次。然后加 1∶100 F ITC2羊抗鼠 IgG, 洗 3次
后 , 用流式细胞术检测 , 每个标本计数 10 000个细胞。每组
样品均设非特异性对照组。
1. 2. 2　mAb FMU1. 4及 FMU1. 5对胶质瘤细胞增殖的抑制作用
　细胞处理同前 , 按 20. 0、10. 0、5. 0、2. 5、1. 25、0. 625 mg/L
加入 mAb FMU1. 4及 FMU1. 5培养 4 h, 每孔再加入 6. 25 g/L
doxo共培养 24 h。加入 20μL MTT (7. 5 g/L )继续培养 4 h,
加 100μL异丙醇 , 于波长 570 nm测定吸光度 (A )值 , 并计算
抑制率 ( % )。抑制率 = (1 - 实验组的 A 值 /对照组的 A 值 )
×100%。实验重复 3次 , 取其平均值。
1. 2. 3　胶质瘤细胞 DNA倍增的 FCM分析　U343、U138、U373
细胞的处理同前。收集细胞 , 并调整细胞的密度为 2 ×107 /L,
按参照文献 [ 1 ]的方法进行分析。
1. 2. 4　统计学分析 　实验数据均用 x ±s表示 , 两组间的比
较采用 t检验。
2　结果
2. 1　D R4、D R5在胶质瘤细胞株上表达的检测 　以亚毒性剂
量 (6. 25 g/L)的 doxo分别处理 3株细胞 24 h后 , 用 FCM检
测细胞上 DR4 /DR5的表达。结果显示 , 亚毒性剂量的 doxo
可上调 DR5、DR4在胶质瘤细胞上的表达 , 但 DR5的表达明
显高于 DR4 (表 1)。
表 1　胶质瘤细胞上 DR5 /DR4的表达
Tab 1　Exp ression of DR5 and DR4 on glioma cells
Cell line
DR4 exp ression ( % )
Doxo ( - ) Doxo ( + )
DR5 exp ression ( % )
Doxo ( - ) Doxo ( + )
U343 5. 53 15. 2 86. 5 96. 2
U138 2. 08 6. 23 22. 0 49. 9
U373 0. 11 2. 86 2. 61 9. 74
2. 2　抗 D R4、D R5 mAb和 doxo对细胞增殖的抑制作用 　
MTT比色法检测显示 , 胶质瘤细胞株对抗 DR4和 DR5 mAb
诱导的凋亡的敏感性不同 , mAb FMU1. 5诱导 U343细胞凋亡
的作用较强 , 且呈剂量依赖性 , mAb FMU1. 4诱导 U343细胞
凋亡的作用较弱 ; mAb FMU1. 5 和 FMU1. 4 诱导 U138 和
U373细胞凋亡的作用均较弱。doxo对 U343细胞有强的杀伤
效应 , 对 U138、U373细胞也有一定的杀伤作用。125 mg/L
的 doxo对 U343、U138、U373 3株细胞的杀伤率 ( % ) , 分别
是 (51 ±0124) %、 ( 13182 ±0186) %、 ( 11154 ±0124) %。以
20 mg/L的 mAb FMU114和 FMU115与 6215 mg/L doxo联合
或单独作用 24 h, 对 U343细胞株的杀伤率分别为 ( 58. 0 ±
1. 82) %和 ( 87143 ±0181) % ; 对 U138细胞株的杀伤率分别
为 (26123 ±1186) %和 ( 48112 ±1124) % ; 对 U373细胞株的
杀伤率分别为 (13119 ±0123) %和 (20165 ±1164) %。以上说
明 , 低剂量的 mAb与亚毒性剂量的 doxo联合应用 , 可提高
mAb对 3株细胞的杀伤率并与高剂量的 mAb的杀伤率相同 ,
其中对 U343细胞的杀伤作用更明显。mAb与 doxo联合应用
与单独应用 doxo的杀伤率相比较差异显著 ( P < 0. 01, 图 1)。
U343和 U373细胞对放线菌素 D和 52氟尿嘧啶敏感 , U343细
胞的杀伤率 ( % )分别为 (4617 ±0185) %和 (4918 ±0113) % ;
对 U373细胞的杀伤率 ( % )分别为 ( 2816 ±0156) %和 ( 3711
±0111) %。
图 1　20 mg/L 的 mAb FMU1. 5 /FMU1. 4与 62. 5 mg/L doxo
联合作用对 U343、U138及 U373细胞的杀伤作用
Fig 1　Cytotoxic effects of mAbs FMU1. 5 /FMU1. 4 (20 mg/L ) in
combination with doxo (62. 5 mg/L ) on U343, U138 and
U373 cell lines
2. 3　凋亡细胞 D NA倍增的 FCM 分析 [ 3] 　FCM分析的细胞
凋亡的百分率 , 与 MTT比色法检测的结果相符 (表 2) , 即低
剂量的 mAb与亚毒性剂量的 doxo联合应用 , 可协同提高对
胶质瘤细胞的杀伤作用 (图 2)。以 20 mg/L的 mAb FMU1. 4 /
FMU1. 5与 62. 5 g/L的 doxo联合作用后 , 收集细胞 , 用 FCM
检测凋亡细胞的 DNA倍体发现有典型的细胞凋亡峰 (图 3)。
表 2 　40 mg/L的 mAb FMU1. 4和 FMU1. 5与 doxo联合作用
后凋亡细胞 DNA倍增的 FCM分析
Tab 2　FCM analysis of apop totic cell DNA multip lication after
action of 40 mg/L mAbs FMU1. 4 /FMU1. 5 in combina2
tion with doxo
Cell line FMU1. 5 FMU1. 5 + doxo FMU1. 4 FMU1. 4 + doxo
U343 77. 32 ±4. 57 82. 1 35. 33 ±1. 86 34. 6
U138 20. 75 ±1. 43 23. 2 9. 22 ±0. 48 8. 67
U373 8. 90 ±0. 26 7. 85 2. 33 ±0. 45 2. 10
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图 2　mAb FMU1. 5 /FMU1. 4与 62. 5 mg/L doxo联合作用对
U343、U138及 U373细胞的杀伤作用
Fig 2 　Cytotoxic effects of mAb in combination with doxo on
U343, U138, U373 cells Concn. of mAbs FMU1. 5 /
FMU1. 4 are from 0. 625 mg/L to 20 mg/L
图 3　分别与 62. 5 mg/L doxo和 20 mg/L FMU1. 5 /FMU1. 4共
培养 24 h及 4 h的 3株胶质瘤细胞中 DNA断裂的百分率
Fig 3 　DNA fragmentation ( % ) in glioma cells cocultured with
doxo (62. 5 mg/L) and mAb FMU1. 5 /FMU1. 4 (20 mg/L)
for 24 and 4 hours, respectively
2. 4　抗 D R4和 D R5 mAb诱导胶质瘤细胞凋亡的形态变化
　应用透射电镜观察发现 , 以高剂量的 mAb FMU1. 5 和
125 mg/L doxo分别作用 U343细胞 4 h、24 h后 , 用透射电子
显微镜观察。发现凋亡细胞呈不规则形 , 出现核固缩、核分
裂 , 染色质边缘化并浓缩或断裂成团块状 ; 细胞质内可见完
整的细胞器 , 线粒体呈空泡状 , 高尔基体肥大 (图 4)。
图 4　20 mg/L mAb FMU1. 5与 62. 5 mg/L doxo共培养 24 h
的 U343细胞超微结构变化的透射电镜观察
Fig 4　Oberservation of ultrastructural change of U343 cells cocul2
tured with 20 mg/L mAb FMU1. 5 p lus 62. 5 mg/L doxo
for 24 h under transm ission electron m icroscope ( ×7 500)
A: U343 + FMU1. 5 + doxo; B: Normal U343 cells. The arrows indicate
to be site of nuclear membrane.
3　讨论
如何降低化疗药物的剂量 , 减少对全身的毒副




胞毒作用。文献 [ 4, 5 ]已报道 ,化疗药物可通过上调
肿瘤细胞表面 DR4 / DR5的表达 , 增强 TRA IL对肿
瘤细胞杀伤的敏感性。
我们前期已报道 [ 1 ] , mAb FMU1. 5不需要交联
即可诱导 U343 神经胶质瘤细胞发生凋亡。mAb
FMU1. 4和 FMU1. 5能不同程度地诱导 3株胶质瘤细
胞凋亡 (另报道 )。U343细胞对 mAb FMU1. 5诱导的
凋亡较敏感 , 其次是 U138细胞 ; 而 U373细胞则对
mAb FMU1. 5的处理表现为耐受。U343细胞对 mAb
FMU1. 4部分敏感 , U138细胞对 mAb FMU1. 4不敏
感 ; U373细胞对 mAb FMU1. 4耐受。3株神经胶质
瘤细胞株上 DR4 /DR5的表达量从高到低 , 依次是
TRA IL敏感株 U343、部分敏感株 U138 和耐受株
U373。实验表明 , DR4的表达较 DR5明显低 , 而其
mAb FMU1. 4诱导细胞凋亡的作用也较抗 DR5 mAb
FMU1. 5低。实验结果显示 , mAb诱导细胞凋亡的作
用与细胞表面 DR4、DR5的表达水平有一定的关系。
本研究证实 , 胶质瘤细胞株 U138和 U373细胞
对 mAb FMU1. 4、FMU1. 5有抵抗 , U343细胞对 mAb
FMU1. 4有抵抗 , 3株胶质瘤细胞对 doxo均敏感。亚
毒性剂量的 doxo和 52Fu可使对 mAb FMU1. 5不敏感
的 U138 细胞转变为敏感株 , 从而提高 mAb FMU
1. 4 /FMU1. 5 诱导 U138、U373 细胞凋亡的效应。
mAb FMU1. 5可增强 doxo、52Fu对细胞的杀伤效应 ,
表现为亚适剂量的 FMU1. 5与亚毒性剂量的 doxo和





诱骗受体的生成 , 而使 TRA IL诱导的凋亡呈现高效。
在未经任何处理的情况下 , U343细胞中细胞色
素 C的表达量较高 , U138细胞其次 , U373细胞最
低 , 提示不同胶质瘤细胞系中细胞色素 C的表达水
平可能与细胞对 TRA IL及 mAb FMU1. 4 /FMU1. 5的
敏感性有关。doxo作用后 , 细胞色素 C在 3株细胞
中的表达水平均增强 , 表明 doxo与 mAb FMU1. 4 /
FMU1. 5的协同作用 , 可能与提高细胞色素 C的表达
水平有关。 Guo等 [ 6 ]报道 , 抗 DR5 mAb可通过非
Caspase途径诱导肿瘤细胞凋亡。耐受株 U373 有
FL IP的表达 , 敏感株 U343和部分敏感株 U138均没
有 FL IP的表达。doxo作用后 , 在 3株细胞中都没有
检测到 FL IP的表达 (资料未显示 )。从另一方面证
实 , FL IP与胶质瘤细胞对药物诱导凋亡的敏感性有
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的抗原 [ 7 ]。基于 MR可有效介导肿瘤抗原的摄取及
内化 , 我们将 RLD2蛋白在体外进行甘露糖修饰 , 使
糖基化的目的抗原含有 DC表面 MR的特异性配基 ,
通过甘露糖受体介导的内化作用 , 使糖基化抗原较
之未糖基化抗原能更有效地被 DC摄取及提呈 , 并调
动机体主动特异性抗肿瘤免疫功能 , 诱导更有效的 T
细胞应答 [ 8 ]。
在实验中我们发现 , 目的蛋白糖基化修饰后能
更有效地诱导 DC成熟 ,使其表达更高水平的 CD83、
CD86、HLA II类分子。本研究结果表明 , 糖基化抗
原较之未修饰抗原可促进 DC的成熟 , 而 DC的成熟
状态将极大地影响免疫应答的诱导及类型 [ 9 ]。另外 ,
糖基化抗原致敏的 DC能使效应细胞更好地杀伤高表
达 HER22 /neu的 SKBR23细胞 , 这提示糖基化抗原通
过 DC表面 MR的介导 , 提高抗原摄取的效能 , 促进
DC成熟及抗原提呈 , 进而诱导出更多的抗原特异性
CTL, 产生更有效的杀伤肿瘤细胞的效应。通过实验
我们认为 , 对肿瘤抗原进行糖基化修饰 , 很有可能成
为提高抗肿瘤免疫治疗效果的有效策略。不过 , 对
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